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A.  Arterie 
Abb.  Abbildung 
ANV  Akutes Nierenversagen 
BSA  Bovines Serumalbumin 
ca.   circa 
cDNA  engl complementary DNA (komplementäre DNA) 
CKD   engl Chronic kidney disease (chronische Niereninsuffizienz) 
COMT Catechol-O-Methyltransferase 
Cr-EDTA Chrom-Ethylendiamintetraacetat 
cT engl cycle threshold (Schwellenzyklus, Kenngröße der quantitativen 
PCR) 
CXCL1 Chemokinligand 1 
d.h.   das heißt 
DA  Dopamin 
DNA  Desoxyribonukleinsäure 
dNTP  desoxy – Nukleotidtriphosphat 
DPTA  Diethylentriaminpentaessigsäure 
ED-1 CD68 (Glykoprotein auf der Membran von Zellen des Monozyten-Makro-
phagen-Systems) 
ELISA engl Enzyme linked immunosorbent assay, ein antikörperbasiertes 
Nachweisvefahren 
ESRD End stage renal disease (Endstadium der chronischen Niereninsuffizi-
enz)  
FCS  engl fetal calve serum, fetales Kälberserum  
FITC-S engl fluorescein isothiocyanate labelled sinistrin (Fluoreszein-Iso-
thyocyanate markiertes Sinistrin) 
GFR   Glomeruläre Filtrationsrate 
HE  Hämatoxylin-Eosin 
HO-1  Hämoxygenase 1 
hpf   engl high power field (Hauptgesichtsfeld bei 400-facher Vergrößerung) 
HUVEC engl human umbilical vein endothelial cell (Endothelzellen aus humaner 
Nabelschnur) 
i.p.   intraperitoneal 
i.v.   intravenös 
ICAM  engl Intercellular adhesion molecule (interzelluläres Adhäsionsmolekül) 
IE  internationale Einheit 
IL-6  Interleukin 6 
IL-8   Interleukin 8 
KDIGO Kidney disease improving global outcome (gemeinnützige Organisation, 
die die Behandlung von Patienten mit Nierenerkankungen verbessern 
möchte) 
KG   Körpergewicht 
Abkürzungsverzeichnis 
 3 
min  Minute 
ml   Milliliter 
mRNA engl messenger RNA (Boten-RNA) 
NaCl  Natrium-Chlorid 
NF-B Nuclear Factor B 
NF-H2O Nuklease freies Wasser  
ng  Nanogramm 
NOD  N-Octanoyl Dopamin 
PCR  engl Polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion) 
PTEC  engl Proximal tubular epithelial cell (Proximale Tubulusepithelzellen) 
RNA  Ribonukleinsäure 
ROS  engl Radical oxygen species (reaktive Sauerstoffspezies) 
RT  Reverse Transcriptase 
Tab.  Tabelle 
TBS   Tris - buffered Saline 
TE  Trypsin eluate 
TE  Trypsin/ Ethylendiamintetraacetat (EDTA) 
TNF- Tumornekrosefaktor alpha 
TRPV1 Transient Receptor Potential Vanilloid 1 (transienter Rezeptor-Potential-
Kationenkanal der Unterfamilie V (für Vanilloid)) 
VCAM Vascular cell adhesion molecule (Vaskuläres Zelladhäsionsmolekül) 
vs.  versus 
z.B.   zum Beispiel 




1.1 Akutes und chronisches Nierenversagen 
Das Akute Nierenversagen (ANV) wird durch eine plötzlich auftretende Einschränkung 
der Nierenfunktion definiert, die über die Messung der Serumkreatininkonzentration 
und die Urinproduktion objektiviert werden kann. Aktuell wird das ANV nach KDIGO 
(Kidney disease improving global outcome) in drei Schweregrade eingeteilt 1, 2. 
 
Schweregrad Serum-Kreatinin Urinproduktion 
Grad I Anstieg um  0,3 mg/dl oder Er-
höhung auf das 1,5-1,9-fache 
des Ausgangswertes  
 0,5 ml/kg/h für 6 -12 h  
Grad II Erhöhung auf das 2,0-2,9- fa-
che des Ausganswertes 
 0,5 ml/kg/h für 12 h  
Grad III Erhöhung auf das  3,0-fache 
des Ausgangswertes oder An-
stieg auf 4,0 mg/dl oder 
Beginn eines Nierenersatz-ver-
fahrens 
 0,3 ml/kg/h für  24 h  
oder Anurie für 12 h 
 
Für diese Definition spielt die Ätiologie ebenso wenig eine Rolle wie die Frage nach 
einer vorbestehenden Nierenschädigung.  
Aus einer Episode des ANV oder aufgrund anderer Noxen (bspw. Diabetes mellitus, 
arterielle Hypertonie) kann sich eine chronische Nierenfunktionseinschränkung entwi-
ckeln. Auch hier orientiert sich die Stadieneinteilung nach der National Kidney 
Foundation vorrangig an der exkretorischen Nierenfunktion, ermittelt über die glome-
ruläre Filtrationsrate (GFR) 3, 4.  
 
Stadium GFR (ml/min/1,73m2) 
Stadium 1 (normale oder hohe Nierenfunktion)  90 
Stadium 2 (milde Nierenfunktionseinschrän-
kung) 
60-89 
Stadium 3a (milde bis  
moderate Nierenfunktionseinschränkung 
45-59 






Stadium 5 = ESRD* (Nierenversagen)   15 
 




Darüber hinaus ermöglicht das Ausmaß der Albuminurie eine Einschätzung der Prog-
nose vor allem im Hinblick auf die Gesamtmortalität, kardiovaskuläre Ereignisse und 
die Progression der Nierenerkrankung 4.  
 
1.1.1 Epidemiologie 
Das ANV gehört zu den häufigsten schwerwiegenden Komplikationen in der stationä-
ren Patientenversorgung. Je nach Erhebung sind 5-7% der Patienten betroffen mit 
steigender Tendenz 5-9, wobei insbesondere das ANV im Rahmen von operativen Ein-
griffen an Bedeutung zu gewinnen scheint 8 . Gerade Operationen der Aorta bergen 
ein recht hohes Risiko für die Entwicklung eines postoperativen Nierenversagens, da 
das Abklemmen der Nierenarterien eine Ischämie-Reperfusions-Schädigung bedingen 
kann 10, 11.  
 
Weltweit liegt die Prävalenz der chronischen Nierenerkrankung bei etwa 10-15 %, wo-
bei der Großteil der Patienten eine moderate Nierenfunktionseinschränkung 
entsprechend Stadium 3 aufweist 12, 13. Abgesehen davon, dass chronische Nierener-
krankungen mit erhöhter Mortalität und einem gesteigerten Risiko für kardiovaskuläre 
Ereignisse einhergehen 13, 14, bedeutet diese Erkrankung für die Betroffenen eine er-
hebliche Verschlechterung der gesundheitsbezogenen Lebensqualität und 
Leistungsfähigkeit 15, 16.  
In den Industrieländern führt die Therapie von Patienten mit chronischem Nierenver-
sagen zu einer hohen finanziellen Belastung des Gesundheitssystems. Insbesondere 
Nierenersatzverfahren, -transplantation und die Behandlung von Folgeerkrankungen 
sind für einen Großteil der Kosten verantwortlich, die durch chronische Nierenerkran-
kungen verursacht werden 17, 18. 
 
1.1.2 Ätiologie 
Klassischerweise erfolgt die Einteilung des ANV in prä-, intra- und postrenale Ursa-
chen, auch wenn diese Kategorien im Einzelfall überlappen und teilweise nicht strikt 
voneinander zu trennen sind. Je nach Untersuchung lassen sich bei den meisten Pa-
tienten prärenale Auslöser wie Dehydratation oder intrarenale Ursachen wie die 
toxisch bedingte Tubulusnekrose (nephrotoxische Medikamente, Röntgenkontrastmit-
tel) und primäre glomeruläre Erkrankungen diagnostizieren. ANV nach 
Medikamenteneinnahme wird nicht einheitlich als intrarenal klassifiziert. Einige Auto-
ren ordnen diese Ätiologie als prärenal ein, weswegen die Frage nach dem häufigsten 
ANV – prä- oder intrarenal – nicht eindeutig beantwortet wird19. Postrenal bedingtes 




Nach wie vor versterben viele Patienten, die ein ANV entwickeln, während des Kran-
kenhausaufenthalts. Insbesondere dann, wenn Nierenersatzverfahren zur Anwendung 
kommen, liegt die Mortalität bei bis zu 50% 20, 21.  
Auch nach vermeintlich vollständiger Erholung der Nierenfunktion entwickelt ein be-
trächtlicher Anteil der Patienten im weiteren Verlauf eine chronische 
Nierenfunktionseinschränkung bis hin zu Dialysepflichtigkeit 22-26 . Abhängig von der 
Schwere und Dauer des ANV erhöht sich das Risiko für die Entwicklung einer chroni-
schen Nierenerkrankung des Stadiums 3 oder höher auf das 1,4 – 3,6 fache bezogen 
auf Patienten ohne ANV 22, 27. Diese Risikoerhöhung besteht unabhängig von der Äti-
ologie des ANV auch bei jungen Patienten 28.  
 
1.1.4 Therapeutische Möglichkeiten 
Trotz intensiver Forschung stehen bislang kaum prognoseverbessernde therapeuti-
sche Möglichkeiten für das ANV zur Verfügung Es kommen einzig präventive 
Maßnahmen wie das Vermeiden nephrotoxischer Substanzen bei Risikopatienten o-
der eine ausreichende Hydratation vor Kontrastmittelgabe zum Einsatz 29. Um das 
Voranschreiten der Nierenfunktionseinschränkung zu verhindern, stehen aktuell nur 
Allgemeinmaßnahmen wie eine gute Blutzucker- und Blutdruckkontrolle zur Verfü-
gung26.  
Tierexperimentelle Daten legen nahe, dass die Ischämiedauer des Nierengewebes 
maßgeblich das Ausmaß der Ischämie-Reperfusionsschädigung sowie des kurz- und 
mittelfristigen Outcomes bestimmt. Auch wenn sich dies für den Menschen noch nicht 
zweifelsfrei belegen ließ, wird im Rahmen von abdominalchirurgischen Eingriffen, die 
ein Abklemmen der Nierenarterien unumgänglich machen, eine möglichst kurze Ischä-
miezeit angestrebt 11, 30, 31. Einige Substanzen wie Dopamin 32-34, die mit dem Ziel der 
Nephroprotektion eingesetzt wurden, erweisen sich in neueren Untersuchungen nicht 
nur als unwirksam , sondern sogar als tendenziell schädlich 29, 35. Ähnliches gilt für 
Diuretika 36-45 , Phosphodiesterasehemmer 46-48, Thyroxin 49, 50 und Adenosinrezep-
torantagonisten 47, 51. Die Beurteilung aller genannten therapeutischen Strategien wird 
dadurch erschwert, dass die Ätiologie des ANV das therapeutische Ansprechen maß-
geblich beeinflusst und oft nicht sicher festgestellt werden kann.  
Sofern die Patienten vital gefährdet sind, kommen Nierenersatzverfahren wie die Hä-
modialyse oder Hämofiltration zum Einsatz, wobei abgesehen von Patienten mit ANV 
nach operativen Eingriffen kein prognostischer Vorteil einer erhöhten Therapieintensi-
tät nachgewiesen werden konnte 52, 53 . Aktuell fehlt noch die klinische Evidenz für den 
prognostisch besten Zeitpunkt des Beginns von Nierenersatzverfahren54, 55. 
1.2 Tierexperimentelle Modelle 
Die vielfältigen Ursachen für die Entwicklung eines ANVs führten zur Etablierung ver-
schiedenster Tiermodelle, jeweils mit dem Ziel, den zu Grunde liegenden 
Pathomechanismus möglichst realistisch darzustellen. Bei der Interpretation von 
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Versuchsergebnissen muss daher stets überprüft werden, ob das gewählte Tiermodell 
zur Bearbeitung der Fragestellung geeignet ist 56. 
Für Untersuchungen zur CKD müssen ähnliche Schwierigkeiten überwunden werden. 
Auch hier gibt es kein standardisiertes Tiermodell, welches alle Ätiologien der CKD 
abbildet57. Neben der Ischämie-Reperfusionsschädigung werden auch Tiermodelle , 
die auf der Obstruktion der Ureteren 58, 59 , genetischen Defekten 60 oder der Schädi-
gung durch Nephrotoxine wie Cisplatin 61-63 und Gentamicin 64-66 beruhen, untersucht. 
Nicht nur der Pathomechanismus der Schädigung beeinflusst die Entwicklung chroni-
scher Nierenschädigung, sondern auch das Geschlecht der Versuchstiere wirkt sich 
auf den weiteren Krankheitsverlauf aus. So ließ sich für männliche Ratten eine erhöhte 
Vulnerabilität gegenüber Ischämie-Reperfusionsschäden nachweisen 67, 68.  
1.2.1 Warmischämiemodell 
Um das ANV nach operativen Eingriffen des Bauchraumes und der Aorta zu simulie-
ren, wurden in den vergangenen Jahren mehrere Warmischämiemodelle etabliert. Sie 
unterscheiden sich zum einen in der Ischämiezeit. Zum anderen liegt ein wesentlicher 
Unterschied darin, ob nur eine oder beide Nieren von der Blutversorgung abgeklemmt 
wurden und ob im Falle einer unilateralen Ischämie das nicht geschädigte Organ be-
lassen oder entfernt wurde. Was die langfristigen Schäden betrifft kamen verschiedene 
Arbeitsgruppen bei vergleichbarem Vorgehen zu ganz unterschiedlichen Ergebnissen.  




Sowohl im klinischen Alltag als auch in der Forschung am Tiermodell stellt die korrekte 
Abschätzung der glomerulären Filtrationsrate eine Herausforderung dar. Aktuell wird 
vielfach auf Schätzformeln zurückgegriffen, in die mehrere Parameter wie Alter, Ge-
schlecht, Körpergröße und -gewicht sowie die Laborparametern Kreatinin 
(Abbauprodukt von Kreatin, fällt vor allem in der Muskulatur an) und Cystatin C (Hous-
ekeeping Gen kernhaltiger Zellen mit vielfältigen Funktionen im Organsimus) 
einfließen. Trotz aller Bemühungen die Validität dieser Formeln zu verbessern, geben 
sie häufig keine akkurate Auskunft über die Nierenfunktion 90, 91 und eignen sich nicht 
so gut, um bspw. in der Transplantationsmedizin die Organfunktion vorherzusagen wie 
die direkte GFR-Messung 92. Als Goldstandard wird daher meist die Messung der Inu-
lin- oder Sinistrinexkretion herangezogen 93. Es handelt sich bei beiden Stoffen um 
Fruktopolysaccharide mit endständigem Glukoserest unterschiedlicher Länge und 
Verzweigung.  Die Durchführung letztgenannter Verfahren ist jedoch mit hohem zeitli-
chen und personellen Aufwand verbunden sodass sie im klinischen Alltag nur in 
speziell begründeten Einzelfällen zur Anwendung kommen 94,95.  
Gerade die weit verbreitete Kreatininclearance ist besonders fehleranfällig, obwohl 
dieser Stoff einige Eigenschaften aufweist, die ihn für die Abschätzung der GFR prä-
destinieren: Kreatinin wird mit einer weitestgehend konstanten Rate im Körper 
gebildet, frei filtriert und nicht tubulär resorbiert. Ein gewisser Teil des Kreatinins wird 
Einleitung 
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jedoch tubulär sezerniert 90, 96, sodass gerade bei einer hochgradig eingeschränkten 
Nierenfunktion die Filtrationsleistung der Niere überschätzt wird 97. Darüber hinaus 
wirken sich auch Muskelmasse und Ernährung auf die Kreatininproduktion aus. Diese 
Einflussfaktoren werden in den gängigen Schätzformeln zwar berücksichtigt, trotzdem 
ermöglichen sie nur bei deutlich reduzierter Nierenfunktion eine annähernd korrekte 
Abschätzung der GFR 98-100.  
In der tierexperimentellen Erforschung akuter und chronischer Nieren-funktionsein-
schränkungen steht mit fluoreszensmarkiertem Sinistrin (FITC-S) eine weitere 
Substanz zu Verfügung, um die GFR der Versuchstiere zu messen. FITC-S weist ver-
gleichbare pharmakodynamische Eigenschaften und ein ähnliches Toxizitätsprofil wie 
nicht fluoreszenmarkiertes Sinistrin auf 94, 101, sodass es als valider Marker für die Be-
stimmung der GFR herangezogen werden kann. Die Etablierung eines Verfahrens, mit 
dessen Hilfe die FITC-S Exkretion über die transkutane Messung der Fluoreszenz er-
mittelt werden kann, ermöglicht es, die GFR mit überschaubarem Aufwand und wenig 
Beeinträchtigungen für die Versuchstiere regemäßig zu bestimmen 102-104.  
 
1.3 Dopamin und N-Octanoyl-Dopamin (NOD) 
Das endogene Katecholamin Dopamin spielt nicht nur als Neurotransmitter im zentra-
len Nervensystem eine Rolle, sondern steigert in höheren Dosierungen den 
systolischen Blut- und Pulsdruck 105 und führt in niedrigeren Dosierungen zu einer Ver-
besserung von Nierendurchblutung und Steigerung der Diurese 34, 106-108. In der 
Vergangenheit wurde Dopamin zur Behandlung des ANV unter intensivmedizinischen 
Bedingungen häufig verwendet. Allerdings zeigten einige Publikationen für eine The-
rapie mit Dopamin bei Patienten im septischen Schock gegenüber der Therapie mit 
Noradrenalin eine erhöhte Mortalität und Inzidenz von Herzrhythmusstörungen 109, 110 
, sodass bei fehlendem Wirksamkeitsnachweis auf die Nierenfunktion im ANV in pros-
pektiven Studien33, 111 seine Anwendung auf wenige Indikationen limitiert wurde. 
 
Abb. 1 Strukturformel von Dopamin 
Untersuchungen im Bereich der Nierentransplantationen zeigten eine verbesserte 
Funktionsfähigkeit postmortaler Spenderorgane, wenn der Organspender im Rahmen 
der intensivmedizinischen Therapie vor der Organentnahme mit Dopamin oder Norad-
renalin behandelt wurde 112-114. Gerade für Dopamin konnte ein positiver Effekt nicht 
nur auf die Nierenfunktion in den ersten Tagen nach Transplantation, sondern auch 
auf die Herzfunktion 115 nachgewiesen werden.  
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1.3.1 NOD - Pharmakologie und präklinische Daten 
 
Abb. 2 Strukturformel von N-Octanoyl Dopamin 
NOD ist ein Derivat des endogenen Katecholamins Dopamin, das sich aufgrund eines 
Octanoylrests am Stickstoffatom durch eine sehr hohe Lipophilie auszeichnet. Auf-
grund des Alkylrestes interagiert es nicht im selben Ausmaß mit adrenergen und 
dopaminergen Rezeptoren wie die Ursprungssubstanz Dopamin und hat daher bei in-
travenöser Applikation keine hämodynamischen Effekte, wohingegen der protektive 
Effekt gegenüber Kältepräservation bei HUVECs und Kardiomyozyten noch stärker 
ausgeprägt ist 116, 117  In einem Transplantationsmodell konnten bereits positive Effekte 
der Spenderbehandlung mit NOD auf die Nierenfunktion nachgewiesen werden.  
 
1.4 Fragestellungen 
Nach ersten vielversprechenden Experimenten zur Beeinflussung des ischämischen 
ANV durch NOD wollten wir im Rahmen eines Tierversuchs die Langzeitauswirkungen 
einer Therapie mit NOD auf die Progression des ANV untersuchen. Wenn NOD die 
Entwicklung der CKD verhindern bzw. abmildern könnte, dann könnte dessen Erpro-
bung im Bereich abdominalchirurgischer Eingriffe an Risikopatienten für ein ANV 
diskutiert werden. Folgende Aspekte standen im Zentrum der Untersuchungen: 
 
1. Kann die Behandlung mit NOD über 14 Tage nach ischämischer Schädigung 
die Entwicklung einer CKD positiv beeinflussen? 
2. Welchen Einfluss hat die Dauer der Ischämiezeit auf die Effektivität der Be-
handlung?  
3. Wie beeinflusst NOD in-vitro die Expression proinflammatorischer Zytokine in 
proximalen Tubulusepithelzellen und humanen Endothelzellen aus Nabel-
schnurvenen? 
Material und Methoden 
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2 MATERIAL UND METHODEN 
2.1 Tierversuch 
Nach der Genehmigung der Tierversuche durch das Regierungspräsidium Karlsruhe 
am 09.10.2015 mit dem Aktenzeichen 35-9185.81/G153/14 erfolgte die Versuchs-
durchführung unter Beachtung des Tierschutzgesetzes in Zusammenarbeit mit dem 
Tierschutzbeauftragten der Fakultät.  
Da ich selbst keine Berechtigung habe, Tierversuche durchzuführen, wurden die Ex-
perimente an den lebenden Tieren von einer Tiermedizinerin unserer Arbeitsgruppe 
durchgeführt. Sie hatte Experimente mit einem ähnlichen Versuchsaufbau bereits frü-
her für Kurzzeituntersuchungen durchgeführt und stellte mir die entnommenen Organe 
sowie die gewonnen Daten zu Stoffwechselleistung und Gewichtsentwicklung zur Ver-
fügung. Die übrigen Experimente führte ich selbststädnig durch.  
2.1.1 Wahl des Tiermodells 
Da sich zum Zeitpunkt der Planung des Experiments aus der Literatur kein klarer Hin-
weis auf ein zu präferierendes Tiermodell ergab 118, wurde ein Warmischämiemodell 
mit kontralateraler Nephrektomie direkt im Anschluss an die Ischämie ausgewählt. Auf-
grund des Einflusses männlicher Sexualhormone auf die Progression chronischer 
Nierenerkrankungen68, wurden in unserem Warmischämiemodell männliche Lewis 
Ratten (LEW/Crl) verwendet. Mit diesem Modell hatten wir in unserer Arbeitsgruppe 
einige Untersuchungen zum ANV nach Ischämie-Reperfusions Schädigung durchge-
führt und es hatte sich für diese Fragestellung als geeignet erwiesen119, 120.  
Da nur das ischämisch geschädigte linke Organ in situ belassen wurde, konnte mittels 
der FITC-S Exkretion die Funktion der ischämischen Nieren gemessen werden, ohne 
dass die Ergebnisse von der Filtrationsleistung des gesunden Organs verzerrt wurden. 
Da Unsicherheit darüber besteht, welche Ischämiedauer zuverlässig einen beträchtli-
chen chronischen Schaden hervorruft, wurden zwei Versuchsgruppen mit 45 bzw. 60 
min Ischämiedauer gebildet.  
 
2.1.2 Tierhaltung  
Es kamen männliche Lewis Ratten (LEW/Crl) der Firma Charles River zum Einsatz. 
Zum Zeitpunkt des Kaufs wogen die Tiere 180-200g, zum Zeitpunkt der Operation 
etwa 250-300g.  
Die Umweltbedingungen wurden über den gesamten Versuchszeitraum konstant ge-
halten (Lufttemperatur 21°C, Luftfeuchtigkeit 60%, Tag-Nachtrhythmus 12 h 8:00-
20:00, Standarddiät und Wasser ad libitum). Die Tiere hatten vor Versuchsbeginn min-
destens eine Woche Zeit, um sich an die Umgebung zu gewöhnen. Vor der Operation 
wurden die Ratten in Gruppen à fünf Tieren gehalten, postoperativ einzeln, um Wund-
heilungsstörungen zu vermeiden.  
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Alle 14 Tage sowie präoperativ wurden Stoffwechseluntersuchungen in einem spezi-
ellen Käfig durchgeführt. Dieser erlaubte es über 24 Stunden die Nahrungs- und 
Flüssigkeitszufuhr zu überwachen und ohne weitere Belastung für die Tiere Urin zu 
gewinnen. Zusätzlich wurden den Ratten im Rahmen dieser Untersuchungen Blutpro-
ben in Isoflurannarkose entnommen.  
2.1.3 Gruppendesign und genereller Versuchsablauf 
Um die ersten beiden Fragestellungen (s.1.4) zu bearbeiten, wurden vier Versuchs-
gruppen gebildet, die zwei unterschiedlichen Ischämiezeiten und Behandlungen (NOD 
vs. Natriumchlorid (NaCl) Lösung 0,9%) ausgesetzt wurden:  
 
 Ischämiezeit Behandlung Gruppengröße 
Gruppe 1 45 min NaCl 10 
Gruppe 2 45 min NOD 10 
Gruppe 3 60 min NaCl 13 
Gruppe 4 60 min NOD 13 
 
Die benötigte Gruppengröße wurde vor Beginn des Versuchs unter folgenden Annah-
men ermittelt: Power 80%,  0,05, Differenz zwischen den Mittelwerten 5. Da 
erfahrungsgemäß die Ausfallquote innerhalb der ersten fünf Tage bei Tieren, die 60 
Minuten einer renalen Ischämie ausgesetzt wurden, ca. 30 % beträgt, wählten wir hier 
eine größere Anzahl an Tieren. 
 
Vor Operationsbeginn wurde den Tieren Blut abgenommen. Im Anschluss an den chi-
rurgischen Eingriff erfolgte die Implantation der osmotischen Minipumpe, über die NOD 
(7,5µg/kg/min) bzw. NaCl (10µl/kg/min) appliziert wurden. Am siebten postoperativen 
Tag wurde die Pumpe, deren Lebensdauer nur 7 Tage beträgt, gewechselt, sodass 
die Behandlung 14 Tage lang durchgeführt werden konnte.  
Sowohl vor als auch an Tag 1 und Tag 3 nach der Ischämie wurde die GFR der Ver-
suchstiere gemessen. Im Rahmen der Untersuchungen im Stoffwechselkäfig wurden 
Körpergewicht, Urinproduktion, Totalprotein im Urin, Kreatinin im Urin, Serumkreatinin 
und die GFR bestimmt. Das Studiendesign ist in Abbildung 3 graphisch dargestellt.  
 
 
Abb. 3 Studiendesign 
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2.1.4 Operationsmethoden 
Die Versuchstiere wurden mit Ketamin (100 mg/ml; Ketamin ®, IntervetDeutschland 
GmbH, Unterschleißheim, Deutschland) und Xylazin (6 mg/ml; Rompun ®,Bayer 
Health Care, Leverkusen, Deutschland) durch intraperitoneale Gabe narkotisiert. Die 
Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte mit Isofluran 2-3% (Isofluran, Forene ®, Abbott 
GmbH& Co. KG, Wiesbaden, Deutschland). Während der Operation lagen die Tiere 
auf einer Wärmeplatte. Für Details zu dem operativen Vorgehen verweise ich auf be-
reits publizierte Daten119.  
2.1.4.1 Warmischämiemodell 
Unter dem Operationsmikroskop erfolgte zunächst eine Laparotomie und Präparation 
der Nierenarterien und –venen der linken Niere. Diese wurden mit atraumatischen Ge-
fäßklemmen für 45 respektive 60 Minuten ligiert. Die korrekte Platzierung der Ligatur 
konnte durch die veränderte Farbe des Nierenparenchyms überprüft werden. Während 
der Ischämie lagen die Tiere weiterhin narkotisiert auf einer Wärmeplatte und wurden 
kontinuierlich überwacht. Um Flüssigkeitsverluste währenddessen zu vermeiden, 
wurde ein mit NaCl getränkter Tupfer in die Bauchhöhle gelegt. Nach Ablauf der Is-
chämiezeit wurden die Klemmen gelöst, die kontralaterale rechte Niere entnommen 
und die Bauchdecke nach Injektion von 2 ml NaCl verschlossen. Postoperativ wurden 
die Tiere mit Buprenorphinhydrochlorid (0,05mg/kgKG s.c.; Temgesic ®, Reckitt 
Benckiser Healthcare Ltd., Berkshire, United Kingdom) analgetisch behandelt.  
 
2.1.4.2 Implantation der osmotischen Minipumpe  
Direkt im Anschluss an die Warmischämiezeit wurde den Versuchstieren die osmoti-
sche Minipumpe (osmotic pump Model 2ML1, alzet, DURECT Corporation, Cupertino, 
California, USA) implantiert, die bereits 24 h vorher befüllt und in physiologischer NaCl-
Lösung gelagert wurde. In der Nackenregion wurde eine Tasche präpariert, in die die 
Pumpe platziert wurde. Von dort ausgehend erfolgte die Präparation bis in die Ingui-
nalregion sodass eine Verbindung mit dem dort gesetzten Hautschnitt hergestellt 
wurde. Der Katheter wurde durch diesen Hohlraum vorgeschoben, in die Vena femo-
ralis gelegt und dort fixiert. Nachdem korrekte Lage und Funktion der Minipumpe 
gesichert waren, wurden die Hautschnitte verschlossen.  
Nach sieben Tagen wurde die osmotische Minipumpe gewechselt. Für den Aggregat-
wechsel wurden die oben beschriebenen Schritte erneut durchgeführt.  
2.1.4.3 GFR-Messung 
Wie bereits beschrieben wählten wir ein recht neues Verfahren der GFR-Messung mit 
Hilfe der FITC-S Exkretion, um nicht auf Schätzformeln, die mit einer gewissen Unsi-
cherheit behaftet sind, zurückgreifen zu müssen.  
Für die transkutane Messung der FITC-S Exkretion zur Bestimmung der GFR wurde 
den Versuchstieren unter Isoflurananästhesie ein Fluoreszenzmessgerät auf dem 
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Rücken befestigt und die empfohlene Menge FITC-S intravenös appliziert. Nach einem 
Zeitraum von zwei Stunden, in dem sich die Tiere frei bewegen durften und somit keine 
Beeinflussung der Nierenfunktion durch Anästhetika zu befürchten war121, 122, wurde 
das Gerät entfernt und ausgelesen. Aus der FITC-S Halbwertszeit (t1/2) lässt sich nun 











Details bzgl. der verwendeten Geräte und des genauen Versuchsablaufs sind den ent-
sprechenden Originalpublikationen zu entnehmen104, 123.  
2.1.5 Histologische Untersuchungen 
Am Ende des Beobachtungszeitraums wurde den Versuchstieren die verbleibende 
linke Niere nach Entfernung der Nierenkapsel und Ligatur der versorgenden Blutge-
fäße über eine Laparotomie entnommen. Die Organe wurden für mindestens 24 
Stunden in 4%iger gepufferter Formalinlösung fixiert. Anschließend erfolgte die Ent-
wässerung in einer Alkoholreihe mit Lösungen absteigender Ethanol-Konzentrationen 
mit Xylol als Clearing reagent und die Einbettung in Paraffin in einem Autotechnikum 
(Leica, Deutschland). Aus den Paraffinblöcken wurden im Anschluss daran Schnitte 
von 4 µm Dicke angefertigt.  
2.1.5.1 Masson-Goldner Färbung 
Die Färbung der Paraffinschnitte führte das pathologische Institut der Universitätsme-
dizin Mannheim für uns durch. Dabei kam das dort verwendete Standardprotokoll der 
Masson-Goldner Färbung (Trichromfärbung mit Azophloxin, Orange G und Lichtgrün; 
Gegenfärbung der Kerne mit Eisenhämatoxylin) zum Einsatz.  
2.1.5.2 Beurteilung der Histologie 
Das Ausmaß der Fibrosierung wurde mit Hilfe des Scores für Fibrose bei chronischer 
Transplantatnephropathie, einem Teil der Banff-Klassifikation, gemäß folgender Ein-
teilung bewertet 124.  
 
Grad 0 keine interstitielle Fibrose und Tubulusatrophie (0-5% des Kortex) 
Grad I  Milde interstitielle Fibrose und Tubulusatrophie (6-25% des Kortex) 
Grad II  Moderate interstitielle Fibrose und Tubulusatrophie (26-50% des Kortex) 
Grad III Schwere interstitielle Fibrose und Tubulusatrophie (> 50% des Kortex) 
 
Von jedem Versuchstier wurden 40 zufällige high power fields (hpf, Gesichtsfeld bei 
400-facher Vergrößerung) an einem Auflichtmikroskop (BX51TF mit Okular WH10, 
beide von Olympus Deutschland GmbH Hamburg, Deutschland) beurteilt.  
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2.1.6 Molekularbiologische Untersuchungen 
Ein Teil der entnommenen Niere wurde nach Entnahme in flüssigem Stickstoff schock-
gefrostet und stand für molekularbiologische Untersuchungen zur Verfügung. Das 
Expressionsprofil mehrerer proinflammatorischer Zytokine und Rezeptoren wurde auf 
RNA-Ebene untersucht.  
2.1.6.1 Untersuchte Marker 
Wie in den vorherigen Untersuchungen 120 wurde die Expression von CXCL1 
(Rn00578225_m1), E-Selectin (Rn00594072_m1), ICAM (Rn00564227_m1), IL-6 
(Rn99999011_m1), TNF-alpha (Rn99999017_m1) und VCAM1 (Rn00563627_m1) 
untersucht. Als endogene Kontrolle diente β-Aktin (Rn006677869_m1).  
2.1.6.2 RNA-Extraktion 
Die RNA-Extraktion aus dem bei -80°C gelagerten Gewebe erfolgte nach Zerkleine-
rung mit einem Homogenisator (Janke und Kunkel Ultra Turrax T25, IKA Werke 
Staufen, Deutschland) nach einem etablierten Protokoll zur Isolation von RNA mit Hilfe 
von Trizol (Life Technologies, Inc., Rockville, MD, USA)125. Diese Methode beruht auf 
der Lyse von Zellmembran und Kernmembran sowie der Denaturierung der Proteine 
durch Trizol (Monophasische Lösung aus Phenol und Guanidin-Isothiocyanat). Es 
schließt sich ein Trennungsschritt mit Chloroform an. Die RNA verbleibt in der wässri-
gen Phase und kann im weiteren Verlauf mittels Isopropanol gefällt, mit Ethanol 
gewaschen und in NF-H2O (Nuklease freies Wasser) resuspendiert werden.  
 
Die anschließende DNAse-Behandlung (RNase free DNase I, Ambion, Woodward, 
Austin, TX, USA) gemäß Herstellerprotokoll schließt mögliche Verunreinigungen durch 
DNA aus. Diese würden zu falsch hohen Werte bei der Messung der RNA-Konzentra-
tion führen.  
 
Um Qualität und Menge der isolierten RNA zu bestimmen, wurde die Absorption der 
Lösung bei 260 nm und bei 280 nm mit Hilfe einer Nanoquantplatte und dem dazu 
kompatiblen Tecan Infinite M200 (Tecan Trading AG, Schweiz) gemessen. Der Quoti-
ent aus der Absorbtion bei 260 nm und 280 nm, der einen Hinweis auf die Reinheit der 
Nukleinsäurelösung und Kontamination durch Proteine gibt 126, wurde nur bei Werten 
über 1,8 akzeptiert. Andernfalls wurden RNA-Isolation und DNAse-Behandlung wie-
derholt.  
Bis zur Weiterverarbeitung wurde die RNA bei -80°C gelagert.  
2.1.6.3 cDNA-Synthese 
Zur Synthese von cDNA (komplementäre DNA), die für die nachfolgende Taqman PCR 
notwendig ist, wurde das High Capacity cDNA Reverse Kit (Thermo Fisher Scientific/ 
Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland), dem Protokoll des Herstellers folgend, 
verwendet. Es wurden jeweils 1 µg RNA in cDNA umgeschrieben.  
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2.1.6.4 Quantitative RT-PCR 
Mit Hilfe der quantitativen RT-PCR (reverse Transkriptase PCR) kann die verstärkte 
oder verminderte Expression einzelner Gene (gene of interest) im geschädigten Nie-
rengewebe in Vergleich zu gesundem Nierengewebe nachgewiesen werden. Als 
Referenzgen diente das Zytoskelettprotein -Actin. Es kam eine TaqMan-PCR 
(TaqMan Fast Advanced Master Mix; Stepone Plus System) zur Anwendung. Alle Pro-
ben wurden als Triplikate gemessen.  
2.1.6.4.1 -cT Methode 
 
Die -cT Methode ermöglicht eine relative Quantifizierung der Genexpression 127. Es 
wird keine Aussage über die absolute Anzahl an Kopien gemacht, sondern die Expres-
sion des zu untersuchenden Gens wird in Verhältnis zu der des konstitutiv exprimierten 
Gens (sog. „housekeeping gene“) gesetzt. In einem nächsten Schritt wird dieses Ver-
hältnis mit der Expression des zu untersuchenden Gens im Referenzgewebe 
verglichen. Auch hier wurde die Expression auf das „Housekeeping gene“ normalisiert. 
Mit Hilfe folgender Formel lässt sich berechnen, um welchen Faktor die Expression im 




goi   gene of interest (zu untersuchendes Gen) 
r  Referenzgen 
sample  untersuchte Probe 
reference Referenzprobe 
cT threshold cycle (PCR-Zyklus, in dem das Fluoreszenzsignal einen zuvor 
festgelegten Schwellenwert überschreitet) 
2.1.7 Ausschlusskriterien 
Die Versuchstiere wurden täglich durch geschultes Personal beobachtet. Bei offen-
sichtlichen Infektionen, Urämie, Apathie oder einem chronischen Nierenversagen mit 
einem Serumkreatininwert ab 5 mg/dl wurde das betroffene Tier aus dem Versuch 
ausgeschlossen. 
Zwei Tiere aus der Gruppe, die nach 60-minütiger Ischämie mit NOD behandelt wor-
den war, mussten wegen chronischen Harnwegsinfektionen ausgeschlossen werden. 
Ein Tier der Kontrollgruppe mit 45 Minuten Ischämie verstarb in Woche 20.  
2.2 Zellkulturexperimente 
2.2.1 Etablierung der Zelllinien 
Alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Zelllinien wurden in Übereinstimmung mit 
dem vorliegenden Ethikantrag (2015-518N-MA) vom 24.02.2015 in unserem Labor 
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nach einem etablierten Protokoll isoliert. Die Arbeiten mit Zellen wurden ausnahmslos 
an einer für Zellkulturexperimente geeigneten Sicherheitswerkbank durchgeführt. 
2.2.1.1 HUVEC 
Die Isolation der Endothelzellen aus menschlicher Nabelschnur erfolgte weitestge-
hend gemäß einem lange bewährten Protokoll128, das wir durch geringfügige 
Modifikationen an die Arbeitsabläufe in unserem Labor angepasst hatten und mit dem 
wir konstante Ergebnisse in Bezug auf die Ausbeute an HUVECs erreichen. Die Na-
belschnur wurde nach Entbindung in einem sterilen Gefäß mit einem geeigneten 
Konservierungsmedium bei 4°C bis zur Zellisolation aufbewahrt. Die Zeit bis zur Isola-
tion war so kurz wie möglich. Anschließend wurden die Endothelzellen mit Hilfe von 
Kollagenase (Sigma Product No. C-9263, collagenase from C. histolyticum, Sigma 
Aldrich USA) isoliert. Die weitere Kultivierung der Zellen erfolgte in Gelatine (Gelatin 
from porcine skin, Fluka, Steinheim Deutschland) beschichteten Zellkulturflaschen (25 
cm2 BD Bioscience, Two Oak Park, Bedford USA; greiner bio one Cellstar, Filter Cap 
Cell Culture Flask) bei 37°C und 5%CO2. Regelmäßiger Mediumwechsel (Provitro en-
dothelial growth medium, FCS, advanced) sicherte eine ausreichende 
Nährstoffversorgung der Zellen, die nach Erreichen von 90-100 prozentiger Konfluenz 
passagiert oder für Versuche verwendet wurden.  
 
2.2.1.2 PTEC 
Wir erhielten Nierengewebe, das im Rahmen von Operationen angefallen ist, von der 
Urologischen Klinik der Universitätsmedizin Mannheim und isolierten daraus PTECs. 
Die Isolation erfolgte nach einem Protokoll von Detrisac et al129 in Zelllkulturflaschen, 
die zuvor mit 0,01%iger Kollagenlösung (Collagen from calf skin Product Number C 
8919, Sigma Aldrich, USA) und FCS (Gibco lifetechnologies Darmstadt, Deutschland) 
beschichtet worden waren. In geeignetem, regelmäßig erneuertem Medium (DMEM/F-
12,GlutaMAX™ supplement, ThermoFisher Scientific, zugesetzt Hydrocortison, Natri-
umselenit, Transferrin, Triiodthyronin, Insulin, alle SigmaAldrich und Epidermal growth 
factor, Peprotech) wuchsen die Zellen bei 37°C und 8% CO2 aus und erreichten nach 
etwa 7 Tagen Konfluenz, worauf hin sie passagiert werden konnten.  
 
2.2.2 Versuchsdesign 
Alle Versuche wurden sowohl an PTECs als auch an HUVECs durchgeführt, die be-
reits drei bis fünf Mal passagiert worden waren.  
2.2.2.1 Quantitative Analyse der mRNA-Expression 
Auf Grundlage eines geeigneten Mediums wurden Lösungen mit NOD (Novaliq GmbH, 
Heidelberg, Deutschland), TNF- (recombinant human TNF-, Preprotech, New Jer-
sey USA) oder beiden Substanzen hergestellt. Pro Experiment wurde jeweils ein T-25 
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Flask mit 5 ml einer Lösung stimuliert. Als Kontrolle diente die Inkubation mit geeigne-
tem Medium. Am folgenden Morgen wurde die RNA extrahiert.  
Um belastbare Ergebnisse zu generieren, wurde dieses Experiment drei Mal wieder-
holt.  
 
2.2.3 Molekularbiologische Untersuchungen 
Die Expression einiger proinflammatorischer Proteine wurden mittels quantitativer RT-
PCR auf m-RNA Ebene untersucht. 
2.2.3.1 Untersuchte Marker 
Neben dem für Endothelzellen spezifischen Adhäsionsprotein VCAM1 (Hs 
01003372_m1) untersuchten wir das Expressionslevel von IL-6 (Hs 00985639_m1), 
IL-8 (Hs 00174103_m1), E-Selectin (Hs 00174057_m1) und HO-1 (Hs 01110250_m1) 
nach Stimulation. Als endogene Kontrolle diente -Actin (Hs 01060665_g1).  
2.2.3.2 Quantitative Analyse der mRNA-Expression 
Zur RNA-Extraktion inkubierten die Zellen für ca. 10 Minuten mit 1 ml Trizol pro T-25 
Flask und anschließend wurde die Lösung in ein Eppendorfgefäß überführt. Die wei-
teren Schritte waren mit der geschilderten Vorgehensweise zur quantitativen RNA-
Analyse im Tierversuch identisch.  
2.3 Statistische Auswertung 
 
Die Daten wurden als Mittelwert ggf.  Standardabweichung angegeben. Zur Ermitt-
lung des Signifikanzniveaus der Expressionsniveaus im Zellversuch wurde nach 
Testung von Normalverteilung und Varianz ein Zweistichproben-t-Test durchgeführt. 
Die Entwicklung der Proteinurie und Kreatininclearance sowie die Expressionsniveaus 
im Tierversuch wurde mit Hilfe einer Varianzanalyse unverbundener Messwerte ana-
lysiert und, sofern multiple getestet wurde, nach Dunnett korrigiert.  
Die Gewichtsentwicklung wurde mit einer Varianzanalyse mit verbundenen Messwer-
ten adjustiert nach Tukey-Kramer untersucht.  
Die statistische Auswertung der ordinal skalierten Daten, die bei der Auswertung der 
Immunhistochemie gewonnen wurden, erfolgte mit Hilfe eines Chi-Quadrattests und 
eines Trendtests.  
Als statistisch signifikant gelten Unterschiede, sofern ein p-Wert <0,05 erreicht wird.  
Alle statistischen Analysen wurden mit SAS (Statistical Analysis System Version for 






3.1.1 Auswirkungen auf die Gewichtsentwicklung 
Die regelmäßige Kontrolle des Körpergewichts konnte eine deutliche Gewichtsab-
nahme in der ersten Woche nach Ischämie in allen Versuchsgruppen zeigen. Diese 
Gewichtsabnahme war in der Versuchsgruppe mit der 60-minütigen Ischämiezeit deut-
lich stärker ausgeprägt als in der Gruppe mit 45 Minuten renaler Ischämie. Dieser 
stärkere Gewichtsverlust glich sich bis zum Versuchsende wieder aus (Abb. 4). Die 





3.1.2  Auswirkungen auf die Nierenfunktion 
Wie erwartet verschlechterte sich die GFR nach der Induktion des akuten Nierenver-
sagen deutlich. Nach etwa 2 - 4 Wochen stabilisierte sich die Filtrations-leistung in 
allen Gruppen bei etwas über der Hälfte der initialen GFR.  
Während sich für die GFR keine Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen zeigen 
ließen, fiel bereits nach zwei Wochen eine stärkere Proteinurie in der Kontrollgruppe 
Abb. 4 Gewichtsentwicklung der Versuchstiere über den Beobachtungszeitraum 
 
*Signifikant (p < 0,001) stärkere Gewichtsabnahme in Woche 1 der Kontrollgruppe mit 60 
Minuten Ischämie im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 45 Minuten Ischämie; Im Verlauf 




mit 60 min Ischämie in Vergleich zur 45 min Kontrollgruppe auf. Dieser Unterschied 
verstärkte sich zum Ende der Beobachtung hin. Der Vergleich der mit NOD behandel-
ten Tiere mit ihrer jeweiligen Kontrollgruppe ergab ein gemischtes Bild: Während die 
behandelte Gruppe der kürzeren Ischämiedauer zwischenzeitlich weniger Protein über 
den Urin verlor, konnte dieser Effekt für die Gruppen mit 60-minütiger Ischämie nicht 









Abb. 5 Entwicklung von Glomerulärer Filtrationsrate (GFR) und Kreatininclearance 
über den Beobachtungszeitraum 
 
Direkt nach der Ischämie mit Nephrektomie kommt es zu einem deutlichen Abfall der GFR. 
Nach zwei Wochen hat sich diese erholt und verändert sich über den Beobachtungszeitraum 
nicht signifikant. Die Kreatininclearance bleibt über den Beobachtungszeitraum weitestge-
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Abb. 6 Entwicklung der Proteinurie der Versuchsgruppen über den Beobachtungszeit-
raum 
 
Nach der Ischämie steigt die Proteinurie in allen Gruppen kontinuierlich an. Zwischen der 
sechsten und achtzehnten Woche zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen der mit 
NOD behandelten und Kontrollgruppe mit 45-minütiger Ischämiezeit. Zum Ende des Be-
obachtungszeitraums ist die Proteinurie der Kontrolltiere mit 60-minütiger Ischämie 
signifikant größer als die der Kontrolltiere mit 45-minütiger Ischämie.  
* Proteinurie der Kontrollgruppe mit 45 Minuten Ischämie größer als Gruppe mit NOD und 45 
Minuten Ischämie (p < 0,05); # Proteinurie der Kontrollgruppe mit 60 Minuten Ischämie grö-
ßer als Kontrollgruppe mit 45 Minuten Ischämie (p < 0,05); ° Entwicklung der Proteinurie in 
Kontrollgruppe mit 60 Minuten Ischämie größer als in Kontrollgruppe mit 45 Minuten Ischä-






3.1.3 Auswirkungen auf das Ausmaß der Fibrosierung 
Der Vergleich der beiden Kontrollgruppen zeigte eine ausgeprägtere Fibroseentwick-
lung der Tiere, die einer längeren Ischämiezeit ausgesetzt gewesen waren. Trotz des 
allgemein geringen Schädigungsausmaßes war dieser Unterschied statistisch hoch-
signifikant und die Korrelation zwischen Fibrosegrad und Ischämiedauer ließ sich in 
dem Trendtest zeigen. NOD scheint den fibrotischen Umbau des Nierengewebes nicht 






















Abb. 7 Kumulative Häufigkeiten des Banff-Fibrose-Scores 
 
Von jedem Versuchstier wurden 40 hpf (high power field) analysiert und das Ausmaß der Fibrose 
beurteilt (0-5% des Kortex °I, 5-25% °II, 25-50% °III, > 50% °IV). Es zeigte sich eine signifikant 
stärkere Fibrosierung bei den Kontrolltieren mit 60 Minuten Ischämie im Vergleich zu den Kon-
trolltieren mit 45 Minuten Ischämie. 
Angaben in Prozent der untersuchten hpf; * p < 0,001 stärkere Fibrosierung Kontrollgruppe mit 





Abb. 8 Repräsentative Ausschnitte Masson-Goldner Färbung (Vergrößerung 100x), grün ge-
färbte Anteile entsprechen Bindegewebe 
In der Kontrollgruppe mit 60 Minuten Ischämie fällt eine deutlich stärkere Fibrosierung des Nieren-
gewebes im Vergleich zu der Kontrollgruppe mit 45 Minuten Ischämie auf. Dieser Unterschied ist 
über alle Versuchstiere hinweg hochsignifikant. Zwischen den anderen Versuchsgruppen besteht 
hinsichtlich der Fibrosierung des Nierengewebes nach 26 Wochen kein Unterschied. 
a - Kontrollgruppe 45 min Ischämie, b - NOD-Gruppe 45 min Ischämie, c - Kontrollgruppe 60 min 
Ischämie , d - NOD-Gruppe 60 min Ischämie 
 
3.1.4 Auswirkungen auf die Expression proinflammatorischer Zytokine 
In wesentlichen zeigten alle vier Versuchsgruppen 26 Wochen nach Induktion des is-
chämischen Nierenversagens eine vergleichbare Expression der 
proinflammatorischen Zytokine CXCL1, ICAM, E-Selectin, IL-6, TNF- und VCAM 
(Abb. 9). Einzig die Expression von ICAM war in der Kontrollgruppe mit 45 Minuten 
Ischämie stärker ausgeprägt als in der mit NOD behandelten Gruppe. Das Expressi-
onsniveau lag jedoch auch signifikant über dem in der Kontrollgruppe mit 60-minütiger 
Ischämie. Aufgrund der starken Streuung der Ergebnisse der Expressionsanalysen 












Um die Effekte von Inflammation und der Behandlung mit NOD auf die Nierenfunktion 
besser zu verstehen, wurde die Antwort auf einen Entzündungsstimulus und die Gabe 
von NOD an zwei Zelllinien untersucht. PTEC spielen insbesondere in Bezug auf die 
exkretorische Nierenfunktion eine wesentliche Rolle, Endothelzellen im Bereich der 
kapillären Barriere. Da eine Zellkultur von humanem Nierenendothel nicht zu Verfü-
gung steht, musste für diese Arbeit auf humane Nabelschnurendolthelzellen 
zurückgegriffen werden, um das Verhalten von Nierenendothel zu simulieren. 
HUVECs sind die für die in-vitro Forschung am häufigsten verwendete Subpopulation 
und gelten  als robustes Modell in der Erforschung von Angiogenese und Interaktion 
des Endothels mit seiner Umgebung 130.Auch die vorangegangenen in-vitro Experi-
mente meiner Arbeitsgruppe waren an HUVECs durchgeführt worden, was sich 
günstig auf die Vergleichbarkeit der Ergebnisse auswirkt 131.   
Abb. 9 Expression proinflammatorischer Zytokine im Vergleich zu nativem Nierengewe-
ben  
 
Mit Ausnahme von ICAM gibt es keine signifikanten Unterschiede im Expressionsniveau zwi-
schen den Versuchsgruppen, dieser ist bei der starken Streuung der Werte als nicht relevant 
zu erachten 
KON – Kontrolle, NOD - N-Octanoyl-Dopamin, CXCL1 - Chemokinligand 1,  
ICAM - interzelluläres Adhäsionsmolekül, IL-6 - Interleukin 6, 
TNF-alpha - Tumornekrosefaktor alpha, VCAM - vaskuläres Zelladhäsionsmolekül 























3.2.1 Reaktion von HUVECs auf die Stimulation mit TNF- und NOD 
Die Stimulation mit TNF- induzierte in HUVECs zuverlässig die Expression von 
VCAM und E-Selectin. Diese Reaktion konnte durch die Zugabe von NOD in ihrer Aus-
prägung gehemmt werden. Das als protektiv angesehene Enzym HO-1 wurde durch 
NOD induziert, ein Effekt den auch die zusätzliche Gabe von TNF- nicht wesentlich 
beeinflusste. IL-6 und IL-8 wurden sowohl von TNF- als auch NOD induziert, wobei 
erst die Kombination beider Stoffe eine signifikante Änderung in der Expression er-





Abb. 10 Expression proinflammatorischer Zytokine in humanen venösen Endothelzellen 
(HUVEC) 
 
Die Stimulation von HUVECs mit NOD führt zu Induktion von HO-1, in Kombination mit TNF- 
auch zur Induktion von IL-6 und IL-8. Die Expression von VCAM und E-Selectin kann NOD 
auch bei Kostimulation mit TNF- und NOD signifikant vermindern.  
NOD - N-Octanoyl-Dopamin, HO-1 - Hämoxygenase 1, VCAM - vaskuläres Zelladhäsionsmole-





3.2.2  Reaktion von PTECs auf die Stimulation mit TNF- und NOD 
Auch in PTECs induzierte die Stimulation mit NOD die Expression von HO-1 unabhän-
gig davon, ob zusätzlich mit TNF- stimuliert wurde. Ebenso wurde die durch TNF- 
induzierte VCAM Expression durch NOD reduziert und die IL-6 und IL-8 Expression 
durch beide Substanzen gesteigert (Abb. 11).  
 
 
Abb. 11 Expression proinflammatorischer Zytokine in proximalen Tubulusepithelzellen 
(PTEC) 
 
Die Stimulation von PTECs mit NOD führt zu Induktion von HO-1, in Kombination mit TNF- auch 
zur Induktion von IL-6 und IL-8. Die Expression von VCAM kann NOD auch in Anwesenheit von TNF-
 signifikant vermindern.  
NOD - N-Octanoyl-Dopamin, HO-1 - Hämoxygenase 1, VCAM - vaskuläres Zelladhäsionsmolekül, 





In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen einer Behandlung mit NOD und 
der Ischämiedauer auf den Verlauf der chronischen Niereninsuffizienz im Tiermodell 
untersucht. Die Dauer der Warmischämie hatte einen signifikanten Einfluss auf das 
Ausmaß der Fibrosierung in den Kontrollgruppen, obwohl diese in allen Gruppen un-
erwartet schwach ausgeprägt war. Die Behandlung mit NOD zeigte einen gewissen 
Effekt auf die Entwicklung einer Proteinurie. Diese war in der Placebogruppe mit 45-
minütiger Ischämie stärker als in der Gruppe, die mit NOD behandelt wurde. Bedeut-
same Unterschiede der Nierenfunktion zwischen den Versuchsgruppen konnte ich 
nicht nachweisen.   
Darüber hinaus wurden die Auswirkungen auf die Expression proinflammatorischer 
Zytokine durch die Stimulation verschiedener Zellpopulationen (HUVEC, PTEC) mit 
NOD auf RNA-Ebene untersucht. In beiden Zellreihen induzierte NOD die Expression 
von HO-1 und konnte die Expression von VCAM und E-Selectin (nur HUVEC) nach 
Stimulation mit TNF- reduzieren. Nach Kostimulation mit NOD und TNF- exprimier-
ten die Zellen vermehrt IL-6 und IL-8.  
4.1 Tierversuch 
In unserer Studie kam ein Warmischämiemodell mit kontralateraler Nephrektomie zum 
Einsatz. Dieses ermöglichte uns, über transkutane GFR-Messung die Nierenfunktion 
der ischämisch geschädigten Niere zu untersuchen, ohne eine Beeinflussung der 
Werte durch das gesunde Organ befürchten zu müssen. Die direkte GFR-Messung 
hat den Vorteil potentielle Störfaktoren zu umgehen 103 und wir waren nicht von einem 
Surrogatparameter der Nierenfunktion 91, 96, 97 (bspw. Serumkreatinin) abhängig. Kor-
relationsanalysen zwischen der Kreatininclearance und der direkt gemessenen GFR 
zeigen in unserer Untersuchung keine zuverlässige Korrelation. Da die Mehrzahl der 
Studien jedoch die errechnete Kreatininclearance als Maß für die Nierenfunktion ver-
wendet, sollte die direkte Vergleichbarkeit unserer Studie mit diesen Ergebnissen 
zumindest kritisch hinterfragt werden.  
Als die vorliegende Untersuchung geplant wurde, herrschte in der Fachliteratur noch 
Uneinigkeit darüber, welches Tiermodell am besten geeignet ist, um ein ischämisches 
Nierenversagen und dessen Auswirkungen auf die langfristige Nierenfunktion zu si-
mulieren. Auch wenn es bereits Hinweise darauf gab, dass die kontralaterale 
Nephrektomie einen positiven Einfluss auf die Nierenfunktion hat70, zeigten andere Ar-
beitsgruppen, dass auch in diesem Szenario durchaus mit einem relevanten Schaden 
zu rechnen ist72-74, 85. Aus o.g. methodischen Gründen entschieden wir uns trotz der 
widersprüchlichen Studienlage für ein Modell mit unilateraler Warmischämie und kont-
ralateraler Nephrektomie. 2016 veröffentlichten Le Clef et al. eine überzeugende 
Arbeit, in der sie den Einfluss der Temperatur auf die Progression der Nierenschädi-
gung zeigten, und demonstrierten, welche robusten Ergebnisse die unilaterale 
Ischämie ohne kontralaterale Nephrektomie im Mausmodell liefert118. Diese Ergeb-
nisse decken sich mit früheren Beobachtungen, denen zu Folge eine ausgeprägte 
Urämie vielfältige Auswirkungen auf die Expressionsmuster im Nierengewebe hat132 
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und sowohl pro – als auch anti-inflammatorische Prozesse in Gang setzt. Hierbei 
scheint die Wirkung protektiver Enzymkaskaden beispielsweise rund um HO-1 den 
stärkeren Effekt auf den Langzeitverlauf von Nierenfunktion und histologische Verän-
derungen zu haben133, 134.  
Auf Grundlage dieser Beobachtungen untersuchten Kollegen aus der Arbeitsgruppe 
von Prof. Yard die Fibrosierung nach unilateraler Warmischämie ohne kontralaterale 
Nephrektomie. Der Anstieg der Retentionsparameter und auch der fibrotische Umbau 
des geschädigten Organs scheinen nur wenig ausgeprägter zu sein als in der vorlie-
genden Arbeit beschrieben135. Hier zeigt sich wiederum, wie schwer Ergebnisse in 
einer anderen Spezies zu reproduzieren sind57, wenngleich zu bedenken bleibt, dass 
die Körpertemperatur nicht engmaschig überprüft, sondern nur ein starkes Auskühlen 
verhindert wurde.  
Ein wesentlicher Faktor für das Ausmaß der chronischen Schädigung nach Ischämie 
ist die Ischämiedauer136. Vermutlich war die Ischämiedauer nicht lange genug, obwohl 
wir bereits zwei Versuchsgruppen gebildet hatten, um den Zeitfaktor mit in die Unter-
suchung einbeziehen zu können. Somit scheint es von enormer Wichtigkeit, zunächst 
ein robustes Tiermodell für langfristige Ischämie-Reperfusions-Schäden zu etablieren, 
in dem idealerweise eine direkte GFR-Messung möglich ist und das nach überschau-
barer Beobachtungszeit eine deutliche Fibrosierung sowie Einschränkung der 
Nierenfunktion hervorruft. Aus Praktikabilitätsgründen ist ein Rattenmodell vorzuzie-
hen, weil die Gewebeausbeute hier größer ist als bei Mäusen, wodurch mehr 
Untersuchungen gleichzeitig möglich sind.  
Ein weiterer Aspekt in der Entwicklung von akuten und chronischen Nierenfunktions-
störungen liegt in ihrer Beeinflussung durch Anästhetika. Zur Messung der GFR über 
die FITC-Sinistrin Exkretion legten wir Wert auf einen Versuchsaufbau, in dem die 
Messungen dann stattfanden, wenn die Tiere nicht narkotisiert waren, da frühere Un-
tersuchungen nahe legten, dass während der Narkose mit einigen Substanzen die 
GFR  vermindert ist121, 122. Weitere Untersuchungen, gerade auch zu volatilen Anäs-
thetika, konnten für diese ein anti-inflammatorisches Potential nachweisen. Im 
Rahmen der Sepsis ging dies jedoch nicht unbedingt mit einer verbesserten Nieren-
funktion einher137-139. Auch die Modulation des AKI im Rahmen abdominalchirur-
gischer Eingriffe durch den Einsatz volatiler Anästhetika weißt auf einen positiven Ef-
fekt durch die neuen, fluorierten Gase hin140. Gleichwohl scheint dieser Effekt bei 
anderen Anästhetika ebenfalls aufzutreten und beispielsweise durch Propofol noch 
ausgeprägter zu sein141. Während diese Gesichtspunkte unter klinischen Gesichts-
punkten zu begrüßen sind, erschweren sie die Etablierung eines robusten Tiermodells 
für AKI durch Ischämie-Reperfusionsschädigung. Denn operative Eingriffe ohne suff-
ziente Anästhesie sind aus ethischen Überlegungen heraus undenkbar.   
 
Die standardisierte Beurteilung von Nierengewebe stellt eine weitere Herausforderung 
dar. Bereits 1991 wurde die Banff-Klassifikation entwickelt, um internationale Stan-
dards in der Beurteilung von Nierenbiopsien nach Allo-Transplantation zu etablieren 
und belastbare Daten über den Langzeiterfolg der Transplantationen zu generieren 
142. Diese Klassifikation schließt sowohl akute als auch chronische Abstoßungsreakti-
onen mit ein und erlaubt eine Einteilung in folgende Kategorien: hyperakute 
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Abstoßung, Borderline-Veränderungen, akute Abstoßungsreaktion, chronische Trans-
plantatnephropathie sowie sonstige Veränderungen. Sowohl die akute Abstoßung als 
auch die chronische Transplantatnephropathie lassen sich in drei Schweregrade ein-
teilen. In den vergangenen Jahren wurde die Banff-Klassifikation mehrfach 
überarbeitet143 und um einige Faktoren ergänzt. Die Auswertungen dieser Studie be-
ziehen sich auf die letzte Aktualisierung, die 2013 veröffentlicht wurde 144, 145.  
Da in unserem Modell keine akuten Schäden im Sinne einer Abstoßungsreaktion zu 
erwarten waren, sondern unsere Untersuchung auf die Entwicklung einer renalen Fib-
rose nach ischämischer Schädigung abzielte, erhoben wir ausschließlich den Score 
für den Schweregrad der chronischen Transplantatnephropathie 124, wobei wir uns auf 
das Ausmaß der Fibrosierung beschränkten. Die visuelle Beurteilung von Trichrom-
gefärbten Schnitten überzeugt durch ihre Effizienz, Reproduzierbarkeit und gute Kor-
relation mit der Nierenfunktion im Vergleich zu bspw. immunhistochemischer Kollagen-
färbung oder Sirius Red Färbung146.  
 
Die tierexperimentellen Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit konnten nicht den 
Nachweis erbringen, dass die Behandlung mit NOD nach ischämischer Nierenschädi-
gung langfristig die Nierenfunktion positiv beeinflusst. Klotz et al. hatten gezeigt, dass 
die Behandlung mit NOD nach akutem ischämischem Nierenversagen zu statistisch 
signifikant niedrigeren Serum-Kreatinin-Spiegeln und geringerem Gewichtsverlust in 
den ersten fünf Tagen nach der Warmischämie führt 120. Dieser Effekt konnte nicht 
reproduziert werden. Auch auf die langfristige Nierenfunktion wirkte sich die Behand-
lung mit NOD nicht aus. Da der Beobachtungszeitraum mit 26 Wochen deutlich länger 
gewählt worden war, untersuchten wir die Tiere in größeren Abständen. Es ist nicht 
auszuschließen, dass wir eine passagere Nierenfunktionsverbesserung durch NOD 
deswegen nicht dokumentierten.  
Zwischenzeitlich konnte in der Kontrollgruppe mit 45-minütiger Ischämie eine signifi-
kant größere Proteinurie nachgewiesen werden. Eine hohe Proteinurie ist ein 
anerkannter Risikofaktor für die Progression einer Nierenfunktionseinschränkung147, 
148. Möglicherweise hätte man Unterschiede bei einem längeren Beobachtungszeit-
raum detektieren können. So konnten andere Autoren relevante Veränderungen der 
Nierenfunktion in einem ähnlichen Modell erst nach 40 Wochen nachweisen74, 85.  
In der vorliegenden Arbeit konnte ich bereits eine beginnende Fibrosierung nachwei-
sen. Ein wichtiger Botenstoff im Rahmen dieser Entwicklung ist TGF-149. Andere 
Arbeitsgruppen untersuchten neben proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6 und E-
Selectin auch das profibrotische Zytokin TGF-118. Unter Umständen wäre durch Ex-
pressionsanalysen dieses Proteins ein Effekt der Behandlung mit NOD bzw. einen 
stärkeren Einfluss der Ischämiedauer nachweisbar gewesen.  
 
Die hier dargestellten Experimente bilden nur einen Teil der Forschung ab, welche in 
unserer Arbeitsgruppe zu den vielfältigen Wirkungen von NOD geleistet wird. Die Er-
gebnisse der Untersuchungen kommen teils zu diskrepanten Ergebnissen, auf die ich 
im Folgenden eingehen möchte.  
Wie bereits angedeutet konnten Klotz et al.119 zeigen, dass nach 45-minütiger Ischä-
mie und konsekutiver Behandlung mit NOD über 5 Tage die renale Inflammation 
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(gemessen an der Zahl ED-1+-Zellen) vermindert wird und sich die Nierenfunktion ra-
scher erholt als in der Kontrollgruppe. Gleichzeitig verloren unter o.g. Behandlung die 
Tiere weniger an Gewicht. In einem ähnlich gelagerten Versuch120 erhielten die Ratten 
kumulativ 670µg NOD aufgeteilt in je einen Bolus eine Stunde vor Beginn der Ischämie 
und kurz vor der Reperfusion. Hier konnte nur einen Tag nach dem Eingriff, nicht je-
doch eine Woche später eine verminderte Infiltration ED-1+-Zellen nachgewiesen 
werden. Interessanterweise verhinderte NOD in dieser Untersuchung die Bildung 
apoptotischer oder nekrotischer Areale komplett. Bereits hier zeigen sich Hinweise da-
rauf, dass der Zeitpunkt der therapeutischen Intervention massiven Einfluss auf die 
Ergebnisse hat.  
 
Ähnlich konnte dies auch in Experimenten gezeigt werden, die sich mit den Auswir-
kungen einer Behandlung mit NOD in einem Transplantationsmodell beschäftigten. In 
einer ersten Untersuchung150 wurden - analog zu positiven Erfahrungen der Spender-
präkonditionierung mit Dopamin - hirntote Ratten über sechs Stunden mit NOD (0,882 
mg/kg/h) behandelt. Die Dosierung entsprach einer low-dose Dopamin Therapie. Wie 
erwartet verhielt sich NOD hämodynamisch neutral. Während die Behandlung keinen 
Effekt auf die Infiltration mit ED-1+-Zellen hatte, verbesserte sich die Nierenfunktion an 
Tag 1, die Expression der proinflammatorischen Zytokine ICAM und VCAM nahm ab 
und es wurden niedrigere Scores für Vaskulitis und Tubulitis erreicht. Ein zweites Ex-
periment 120, in dem die Empfängertiere postoperativ über fünf Tage mit NOD 
behandelt wurde, zeigte jedoch weder eine Verbesserung der Nierenfunktion noch 
eine verringerte Gewichtsabnahme oder Beeinflussung der Expression proinflamma-
torischer Zytokine. Dies kann sowohl an der späteren Applikation als auch daran 
liegen, dass die Tiere mit einer deutlich niedrigeren Konzentration von NOD behandelt 
wurden und die Transplantatnieren einer 20-stündigen Kaltischämie ausgesetzt wa-
ren. Die Daten zu Spenderpräkonditionierung mit niedrig-dosiertem Dopamin legen 
jedoch nahe, dass Dosis und Applikationszeitpunkt die entscheidende Rolle spielen: 
Eine Gabe von Dopamin nach Transplantation hat keine positiven Effekte151, 152, wo-
hingegen die Behandlung der Spender sowohl die Notwendigkeit einer Hämodialyse 
reduziert als auch das Transplantatüberleben nach 5 Jahren verbessert114, 153. Auf 
Grundlage dieser Daten fordern die Autoren die standardmäßige Behandlung hirntoter 
Spender mit Dopamin über mind. sieben Stunden154.  
 
Auf Grund seiner hohen Lipophilie diffundiert NOD deutlich besser in Zellen und Mito-
chondrien als bspw. Dopamin116. Da jedoch kein aktiver Transportmechanismus über 
die Zellmembran existiert, ist eine ausreichend hohe Konzentrationsdifferenz notwen-
dig, um wirksame Konzentration intrazellulär über Diffusion zu erreichen. Diese liegt 
jedoch unter dem notwendigen Konzentrationsgradient, der für eine vergleichbare int-
razelluläre Wirkung von Dopamin notwendig wäre. Im Gegensatz zu Dopamin ist NOD 
kein Agonist an Adrenorezeptoren, sodass keine hämodynamischen Auswirkungen zu 
befürchten sind und ohne kardiovaskuläre Nebenwirkungen hohe Dosen NOD appli-
ziert werden können. Eine bessere Nierendurchblutung, welche auf einen 
Dopaminrezeptoragonismus am D1-Rezeptor in der glatten Muskulatur des Nierenge-
webes hinweisen würde, konnte nicht nachgewiesen werden119, 155.  
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Eine tierexperimentelle Untersuchung zeigte, dass NOD in vivo sehr schnell in Leber 
und Nieren akkumuliert und dementsprechend insbesondere hepatisch und renal eli-
miniert wird. Diese pharmakokinetischen Aspekte könnten zumindest teilweise die 
widersprüchlichen Ergebnisse erklären, welche nahelegen, dass für eine relevante 
Wirkung eine recht hohe Dosis von NOD oder eine kontinuierliche Gabe notwendig 
sein dürfte155, um eine therapeutische Konzentration im Zielgewebe zu erreichen.  
 
4.2 Zellkultur 
Bereits für eine Behandlung mit Katecholaminen von HUVECs konnten protektive Ef-
fekte nach Kaltpräservation gezeigt werden und sowohl in HUVECs wie auch in 
PTECS konnte die Expression proinflammatorischer Zytokine nach Stimulation mit 
TNF nach Behandlung mit Katecholaminen, insbesondre Dopamin reduziert werden. 
Vermutlich sind  die Effekte auf die redox-aktive Katecholstruktur 156 und Hochregula-
tion von HO-1157 zurückzuführen. Dadurch kann NOD wie auch seine hämodynamisch 
wirksame Vorläufersubstanz eine antiinflammatorische Enzymkaskade in Gang setzen 
und bspw. HO-1 induzieren und NFB inhibieren116, 155. Allerdings scheint auch die 
Aktivierung des TRPV-1 Rezeptors für die Effekte von Bedeutung zu sein, da TRPV1-
negative Tiere auf eine Behandlung mit N OD nicht ansprachen158. In-vitro konnten 
auch hemmende Einflüsse auf die Thrombozytenfunktion159   und T-ZellProliferation160 
nachgewiesen werden. Ebenso induziert NOD die sog. Antwort auf ungefaltete Prote-
ine, die mit einer verbesserten Kältetoleranz und einer verringerten 
Stoffwechselaktivität einhergeht 131. 
 
Auf Grundlage oben genannter Untersuchungen wurde ein besonderes Augenmerk 
auf Unterschiede zwischen PTEC und HUVEC in der Expression ausgesuchter proin-
flammatorischer Zytokine gelegt. HUVEC dienen hier als Modell für renales Endothel, 
da diese einfacher zu isolieren sind und über ähnliche Eigenschaften wie andere vas-
kuläre Endothelzellen verfügen161. Durch die Arbeit sowohl mit Epithel- als auch 
Endothelzellen erhoffte ich mir Informationen über die Reaktion der verschiedenen 
Zelllinien auf die Stimulation mit NOD. Denn während Endothelzellen nach intravenö-
ser Applikation direkt mit NOD in Kontakt kommen, ist im Rahmen der 
Exkretionsfunktion der Niere auch von einer Exposition des Tubuluepithels gegenüber 
NOD zu rechnen. Daher spielen mutmaßlich beide Zellreihen eine Rolle in der Reak-
tion auf NOD, wenn auch zeitversetzt. Diese Erkenntnisse könnten dabei helfen, die 
vielfältigen Ergebnisse der in-vivo Versuche besser zu verstehen.  Gegensätzliche 
Muster in der Reaktion könnten bspw. die teilweise widersprüchlichen Ergebnisse in 
den Tierversuchen zu akuter und chronischer Schädigung erklären.  In der vorliegen-
den Arbeit wurde, im Gegensatz zu vorherigen Untersuchungen,  das 
Expressionsniveau von IL-6, IL-8, HO-1, VCAM und an HUVECs auch E-Selectin se-
miquantitativ auf RNA-Ebene bestimmt.  
IL-6 gehört zu den wichtigsten Zytokinen im Rahmen der Immunantwort und wird be-
reits sehr früh in der Aktivierungskaskade durch vielfältige Proteine wie bspw. IL-1, 
TNF-, Prostaglandine und Adipokine induziert und kann sowohl von Stromazellen als 
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auch Immunzellen produziert werden. Es spielt eine bedeutende Rolle in der Akut-
Phase-Reaktion, in dem es die Zellen des angeborenen Immunsystems aktiviert und 
die Lymphozytenproliferation und -differenzierung fördert. Erst in letzter Zeit konnte 
nachgewiesen werden, dass IL-6 darüber hinaus auch für die Beendigung der Immun-
antwort des angeborenen Immunsystems eine wesentliche Rolle spielt162, 163. In vitro 
konnte NOD die TNF- vermittelte IL-6 Induktion nicht hemmen, es kam sogar zu einer 
weiteren Verstärkung der Expression von IL-6. Auch IL-8, welches nach Stimulation 
durch u.a. IL-1 und TNF- ubiquitär produziert wird und eine selektive Chemotaxis von 
Neutrophilen sowie deren Degranulation bewirkt163, 164, wird durch die Zugabe von 
NOD in höherem Ausmaß produziert als durch alleinige Stimulation der Zellen mit 
TNF-. Während diese Teilergebnisse eine proinflammatorische Wirkung von NOD 
nahelegen, widersprechen dem unter anderem die Ergebnisse der übrigen in-vitro-
Experimente: VCAM, welches insbesondere auf der Oberfläche von Endothelzellen, 
bei ausgeprägter Entzündung jedoch auch von anderen Geweben, exprimiert wird und 
die Leukozytenadhäsion und Transmigration vermittelt, wurde nach Zugabe von NOD 
deutlich herunterreguliert. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Klotz et al, dass 
die Infiltration mit ED1-Zellen nach der Behandlung mit NOD verringert ist. Da VCAM 
auch für Transplantatabstoßungen eine nicht zu vernachlässigende Rolle zu spielen 
scheint165, lassen sich hiermit auch die positiven Ergebnisse in einem Transplantati-
onsmodell unserer Arbeitsgruppe erklären150. Auch E-Selectin, ein ausschließlich von 
Endothelzellen exprimiertes Lektin, das der Rekrutierung von Leukozyten des ange-
borenen Immunsystems dient163, konnte durch NOD herunterreguliert werden. Somit 
scheint NOD gegensätzliche Effekte auf Entzündungsreaktionen zu haben: Während 
es lokal wirksame Faktoren wie VCAM und E-Selectin hemmt, verstärkt es die Induk-
tion des systemisch wirksame Zytokins IL-6 und des Chemokins IL-8 in Anwesenheit 
von TNF-. Zum jetzigen Zeitpunkt konkurrieren verschiedene Theorien bzgl. des 
Wirkmechanismus von NOD. Sowohl eine Inhibition von NFB und Induktion von HO-
1 als auch eine Wirkung über TRPV-1 Rezeptor legten in vitro Experimente bereits 
nahe. Weiterführende Untersuchungen von NOD und mehreren Derivaten legen nahe, 
dass die funktionellen Gruppen, die TRPV1 aktivieren, nicht für die antiinflammtori-
schen und immunoregulatorischen Effekte verantwortliche sind155. Dennoch dürfte die 
Fähigkeit TRPV-1 zu stimulieren in vivo eine bedeutsame Rolle spielen, da TRPV1 in 
nahezu allen Geweben, insbesondere auch in der Niere, vorkommt und eine wichtige 
Rolle in der Entwicklung von Inflammation nach Ischämie-Reperfusionsschädigung 
spielt166-168. Die antiproliferative Wirkung auf T-Zellen vermittelt NOD vermutlich über 
die Redox-Aktivität seiner Catecholstruktur und inhibiert die Transkriptionsfaktoren 
NFB und AP1 (Activator protein 1), einem wichtigen Transkriptionsfaktor für 
Apoptose, Proliferation und Differenzierung169 170.  
 
Als Vorarbeit zu den hier beschriebenen Expressionsanalysen wurden Untersuchun-
gen zur Stimulation von HUVECs und PTECs mit NOD mittels einem ELISA 
durchgeführt. Hier lag die Konzentration zunächst auf IL-6 und IL-8. Während die Ex-
perimente mit HUVECs recht gut reproduzierbare Ergebnisse hervorbrachten, 
schwankten die Resultate der Versuchsreihe mit PTECs enorm.  
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Seit vielen Jahren stellt die Etablierung reiner Zellreihen von proximalem Tubu-
lusepithel eine große Herausforderung dar171, 172. Doch auch innerhalb dieser Popula-
tion lassen sich mehrere Subpopulationen mit unterschiedlichen Eigenschaften cha-
rakterisieren171, 173, 174, welche nur durch aufwändige Verfahren separiert werden kön-
nen. In unserem Labor isolieren wir Nierenepithel nach einem Protokoll von Detrisac 
et al129. Hierbei entsteht eine Mischkultur aus proximalem und distalem Tubulusepithel. 
Die Anteile der beiden Zelltypen können zwischen zwei Isolationsvorgängen schwan-
ken. Auf eine Aufreinigung der Subpopulationen proximaler Tubulusepithelzellen 
verzichteten wir bewusst, da das Zusammenspiel dieser in vivo von großer Bedeutung 
ist und eine Untersuchung einzelner Subtypen die Übertragbarkeit der Ergebnisse in 
in-vivo Modelle deutlich erschweren würde. Auf Grund dieser Besonderheiten ist die 
Bewertung der in-vitro Experimente an PTECs schwieriger als der Untersuchungen an 
HUVECs, welche eine homogene Zellpopulation bilden.  
 
4.3 Konkurrierende Therapieansätze und Pathophysiologie  
Das akute Nierenversagen gehört nach wie vor zu den häufigsten Komplikationen 
während eines Krankenhausaufenthaltes5-11. Unterschiedliche Ätiologien bedingen 
verschiedene Pathomechanismen, weswegen sich die Ergebnisse einzelner Untersu-
chungen nicht direkt vergleichen lassen. Mit der Zunahme von Nierentrans-
plantationen und größeren abdomnialchirurgischen Eingriffen wuchs das Interesse an 
dem akuten ischämischen Nierenversagen und Ischämie-Reperfusionsschäden. Die 
Auswirkungen von Ischämie auf Zell- und Organebene sind inzwischen gut unter-
sucht175. Während der Ischämie kommt es auf Grund der Hypoxie zu einer intra- und 
extrazellulären Azidose, mitochondrialer Schädigung sowie zu einer Abnahme der 
Konzentration von ROS und Substanzen mit antioxidativem Potenzial. Während En-
dothelzellen sehr empfindlich auf eine Hypoxie reagieren, tolerieren Nierenepithelzel-
len diese teilweise besser, da sie bereits unter physiologischen Bedingungen Energie 
über anaerobe Stoffwechselwege bereitstellen176. Mit Einsetzen der Reperfusion nor-
malisieren sich pH und Sauerstoffgehalt im Gewebe sehr rasch. Dies führt über die 
Bildung ROS zu Schäden an Proteinen und DNA sowie auf Grund von Elektrolytver-
schiebungen, insbesondere der Ca2+-Homöostase zu Zellschwellung und -tod sowie 
zunehmender mitochondrialer Schädigung. Als Folge dessen kommt es zur Gefäß-
schädigung mit verringerter renaler Durchblutung und glomerulärer Filtration sowie 
einer zunehmenden sterilen Inflammation. Die Einwanderung von Entzündungszellen 
verstärkt die endotheliale und epitheliale Dysfunktion sowie die erhöhte Vasopermea-
bilität. Dadurch aggraviert die Leukozytentransmigration das akute Nierenversagen177. 
Die endotheliale Dysfunktion führt auch zu einer abnormen Expression von Gewebe-
thromboplastin, wodurch vermehrt Mikrothromben entstehen. Dies wiederum verstärkt 
die Einwanderung von Entzündungszellen, Vasopermeabilität und Vasokonstriktion 
sodass ein Teufelskreis entsteht.  
 
Auf Grundlage dieser pathophysiologischen Erkenntnisse untersuchten viele Arbeits-
gruppen Möglichkeiten der Minderung Ischämie-Reperfusions-bedingter Schäden. 
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Insbesondere eine Modulation der Entzündungsreaktion und Aktivierung der 
Schutzsysteme vor oxidativem Stress rund um die Hämoxygenase1 (HO-1) erwiesen 
sich hierbei als vielversprechend.  82, 86, 178 69, 179 76, 81, 120, 180 66 61-64 181, 182.  
Publizierte Ergebnisse mit Untersuchungen an Dexmedetomidine183, einem alpha-2 
Agonist, Amifostin, einem Antioxidans184, Celecoxib, einem COX-2 Hemmer185, 
mesenchymalen Stammzellen88 oder auch Substanzen, die gezielt die Mitochondrien 
vor oxidativem Stress schützen186, 187, überzeugten allesamt durch gute Nephropro-
tektion. Die überwältigende Mehrheit der Arbeiten untersucht jedoch nur einen kurzen 
Zeitraum von maximal einer Woche. Dabei wären gerade im Hinblick auf Langzeiter-
gebnisse nach Transplantationen oder nach akutem Nierenversagen langfristige 
Verbesserungen wichtig. Auch beim Menschen kommt es meist zu einer Erholung der 
Nierenfunktion und die chronische Niereninsuffizienz entwickelt sich nur schleichend22-
26.  
NOD hatte in einem Beobachtungszeitraum von 5 Tagen eindrückliche Effekte auf die 
Nierenfunktion und renale Inflammation. Trotzdem zeigte sich im Langzeitversuch 
keine Verbesserung der Nierenfunktion bzw. Reduktion der Fibrose durch die Behand-
lung mit NOD. Unter Berücksichtigung des oben skizzierten Pathomechanismus 
erscheint die kurzfristige Wirksamkeit von NOD nachvollziehbar: Durch Induktion von 
HO-1 sind mit NOD behandelte Zellen vor der plötzlichen Zunahme von ROS mit Ein-
setzen der Reperfusion besser geschützt, weswegen NOD offensichtlich besonders 
gut wirkt, wenn es vor Einsetzen der Ischämie-Reperfusions-Schäden verabreicht 
wird. Mit seiner Catechol-Struktur wirkt NOD selbst antioxidativ. In vitro reguliert NOD 
VCAM und E-Selectin herunter und kann damit die Leukozytentransmigration und die 
Inflammation vermindern, wenngleich der in vivo Beweis hierfür noch aussteht120. In 
vitro Experimente zeigten neben einer Hemmung der Proliferation aktivierter T-Zel-
len170 auch eine verstärkte Expression von IL-8 und IL-6, dies jedoch nur bei einer 
Kostimulation mit TNF- und NOD. Die in-vivo Relevanz dieser Effekte muss jedoch 
noch weiter untersucht werden. Möglicherweise sind sie für die unerwarteten Ergeb-
nisse im Langzeitversuch mitverantwortlich.  
 
4.4 Ausblick 
Die Untersuchungen an NOD zeigten ein hohes antioxidatives und antiinflammatori-
sches Potential mit Verminderung der renalen Inflammation und Verbesserung der 
Nierenfunktion nach kurzfristiger Ischämie bzw. Transplantation. Im Langzeitmodell 
konnten diese Effekte nach akuter Ischämie nicht gezeigt werden bzw. wurden im 
Transplantationsmodell noch nicht untersucht.  
Die Erkenntnisse in der Transplantationsmedizin legen Langzeiteffekte der Spender-
präkonditionierung mit Dopamin nahe. Hämodynamische Effekte limitieren hier 
teilweise dessen Einsatz, weswegen weitere Untersuchungen mit NOD von großem 
Interesse sind. Bei der Planung derartiger Untersuchung ist es von enormer Wichtig-
keit auf eine ausreichend hohe Dosierung von NOD zu achten. Hierbei darf die rasche 
renale und hepatische Elimination von NOD sowie der enzymatische Abbau nicht au-
ßer Acht gelassen werden.  
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Für weitere Studien am akuten ischämischen Nierenversagen muss zunächst ein ro-
bustes Tiermodell mit ausgeprägter Schädigung im Langzeitverlauf etabliert werden, 
welches die kontinuierliche Überwachung der Nierenfunktion erlaubt. Im Anschluss 
daran könnten Untersuchungen mit längerem Applikationszeitraum oder Applikation 
von NOD vor Einsetzen der Ischämie neue Erkenntnisse zu Tage fördern. Gerade in 
der Abdominalchirurgie ließen sich Konzepte der prophylaktischen Gabe von NOD 




Für das synthetische Dopaminderivat N-Octanoyl-Dopamin konnten positive Effekte 
auf die Nierenfunktion nach akuter Ischämie und nach Transplantation nachgewiesen 
werden. Dies wird auf antiinflammatorische und antioxidative Eigenschaften zurückge-
führt. Im Anschluss an Beobachtungen über einen kurzen Zeitraum untersuchte ich 
die Langzeiteffekte einer Behandlung mit N-Octanoyl-Dopamin nach akutem ischämi-
schem Nierenversagen mit einer Ischämiezeit von 45 bzw. 60 Minuten. Daran 
anschließend testete ich die in-vivo Effekte von N-Octanoyl-Dopamin auf Endothel- 
und proximale Tubulusepithelzellen.  
Männliche Lewis Ratten wurden nach einer 45- bzw. 60- minütigen Ischämie für 14 
Tage mit N-Octanoyl-Dopamin bzw. Placebo behandelt. Körpergewicht und Nieren-
funktionsparameter wurden regelmäßig erhoben. Nach 26 Wochen wurden die Tiere 
getötet und das Nierengeweben histologisch und mittels RNA-Expressionsanalysen 
untersucht. Bei einem insgesamt geringen Ausmaß chronischer Schädigung und ver-
gleichbarer Nierenfunktion in allen Versuchsgruppen konnte der Nachweis einer 
langfristigen Nephroprotektion durch N-Octanoyl-Dopamin nicht erbracht werden. Es 
zeigte sich lediglich eine Verminderung der Proteinurie über einen Teil des Beobach-
tungszeitraums. Die längere Ischämiedauer hatte keine Auswirkungen auf die 
Nierenfunktion führte jedoch zu einer ausgeprägteren Fibrosierung.  
In-vitro induzierte N-Octanoyl-Dopamin die Expression von Hämoxygenase-1, einem 
wichtigen Enzym zum Schutz der Zellen vor oxidativem Stress. Die proinflammatori-
schen Proteine VCAM (vaskuläres Zelladhäsionsmolekül) und E-Selectin wurden 
durch N-Octanoyl-Dopamin auch nach Stimulation mit Tumornekrosefaktor alpha 
supprimiert. Überaschenderweise kam es bei der Ko-Stimulation mit Tumornekrose-
faktor alpha zu einer verstärkten Expression von Interleukin 6 und 8, beides 
proinflammatorische Zytokine.  
Die Ergebnisse dieses Tierversuchs stehen im Widerspruch zu den positiven Effekten 
von N-Octanoyl-Dopamin in kurzfristigen Beobachtungsstudien und Effekten in in-vitro 
Experimenten. Das durchweg geringe Ausmaß der Nierenschädigung erschwert eine 
Detektion der potentiellen Wirkung deutlich. Die Wirksamkeit von N-Octanoyl-Dopamin 
sollte nach der Etablierung eines robusten Rattenmodells für Ischämie-Reperfusions-
schäden und weitern pharmakokinetischen Untersuchungen zu Dosisfindung und 
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